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Omowiono wspdtczesne poglady na temat epidemiologii i diagnostyki zarazen
Pneumocystis carinii oraz przedstawiono szereg propozycji dotyczacych racjonal-
nego postepowania diagnostycznego u osob podejrzanych o pneumocystoze.

W ostatnim dziesiecioleciu wzrosta na Swiecie liczba zakazen patogenami opor-
tunistycznymi, m.in. z powodu coraz powszechniejszego stosowania $rodkow im-
munosupresyjnych w lecznictwie oraz wzrostu liczby infekcji wirusem wywotujgcym
zespo6t nabytego uposledzenia odpornosci (AIDS). Zwiekszeniu liczby zakazen towa-
rzyszylo jednoczesnie bardzo istotne poszerzenie spectrum czynnikéw etiologicznych.
Okazato sie, ze szereg organizmow, ktére uwazano dotychczas za nieszkodliwe lub
wrecz za niezakazne dla czlowieka, w stanach upos$ledzonej odpornosci moze powo-
dowac chorobe, niejednokrotnie o dramatycznym przebiegu. Do grupy klasycznych
patogendw oportunistycznch, o ustalonej od lat chorobotwdrczosci nalezy Pneumo-
cystis carinii.

Pneumocystis jest jednokomorkowym organizmem eukariotycznym, bez sprecyzo-
wanej jak dotad przynaleznosci systematycznej, szeroko rozpowszechnionym wsréd
ludnosci zamieszkujacej roznorodne regiony geograficzne, zwiaszcza w Europie
i Ameryce Potnocnej. Badania serologiczne, jakie przeprowadzono w Holandii i na
terenie USA, wykazaty obecnos¢ przeciwciat swoistych dla P. carinii u 75% dzieci,
ktére nie ukonczyly jeszcze 4-ego roku zycia, natomiast wsrdd ludnosci Afryki Za-
chodniej Pneumocystis wystepuje znacznie rzadziej. Mimo szerokiego rozprzestrzenie-
nia, przypadki zachorowan na pneumocystoze wystepujg stosunkowo rzadko, ponie-
waz rozwijajg sie w okoliczno$ciach ograniczajacych a priori ich liczebnos¢.

CHARAKTERYSTYKA EPIDEMIOLOGICZNA

Pneumocystoza wystepuje w dwéch odmianach, jako epidemiczna i sporadyczna.
Posta¢ epidemiczna moze wystepowac na oddziatach dzieciecych, wsrod wczesniakow
i niemowlat, zwlaszcza w okresie fizjologicznego obnizenia odpornosci, pod posta-
cig $rédmigzszowego, plazmatycznokomérkowego zapalenia ptuc (PCP). Choroba
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rozwija sie powoli, w dagu 1-4 tygodni, wsrod objawdw narastajgcej niewydolnosci
oddechowej i biegunki, zazwyczaj z nieznacznym podwyzszeniem cieptoty ciata lub
bezgoragczkowo. W przypadkach nie leczonych koniczy sie zgonem u 20 do 50%
chorujgcych.

Posta¢ sporadyczng obserwuje sie w przypadkach pierwotnych oraz wtornych
niedoboréw odpornosSciowych, szczegdlnie niedoboréw limfocytow T. Niedobory
sprzyjajace rozwojowi pneumocystozy wystepuja: a) w przebiegu choréb nowotwo-
rowych, zwlaszcza biataczek i chtoniakbw b) w nastepstwie podawania $Srodkéw
obnizajgcych odporno$¢ po zabiegach transplantacyjnych lub w czasie leczenia za-
palenia naczyn na podtozu autoalergicznym c) w wyniku zakazenia wirusem HIV
d) podczas hipogammaglobulinemii; w rzadkich przypadkach pneumocystoze roz-
poznaje sie u 0sob nie wykazujacych obnizenia odpornosci.

Przypadki sporadyczne rozwijajg sie zazwyczaj gwattownie, przebiegaja u wiek-
szosci chorych ze znacznym podwyzszeniem cieptoty ciata, ,,suchym” kaszlem, dusz-
noscig i sinica. Nie leczona pneumocystoza sporadyczna konczy sie zgonem w ciggu
kilku dni a przypadki leczonego PCP u pacjentéw z AIDS czesto nawracajg. W sku-
piskach oséb zakazonych wirusem HIV pneumocystoza moze sie szerzy¢ epidemicz-
nie i wystepowa¢ poza ptucami, w miejscach tak nietypowych jak siatkowka, szpik
kostny, czy ucho srodkowe.

Zgodnie z obecnym stanem wiedzy, opartym m.in. na wynikach badan prze-
prowadzonych z zastosowaniem przeciwciat monoklonalnych i metody wykrywania
DNA za pomocg reakcji tancuchowej polimerazy, przyjmuje sie, ze pneumocystoza
cztowieka nie jest zoonozg; Zrodtem zarazenia przenoszacego sie gtdwnie drogg kro-
pelkowa, jest przede wszystkim chory cztowiek, znacznie rzadziej osoba nie wykazu-
jaca objawdw klinicznych inwazji. Zjawisko bezobjawowego nosicielstwa, aczkolwiek
wystepuje, nie jest tak powszechne jak niegdy$ sgdzono, a rozwoj inwazji u 0s6b
z uposledzong czynnoscig uktadu odpornosciowego jest raczej nastepstwem reinwazji
niz reaktywacji utajonego zarazenia (10).

DIAGNOSTYKA LABORATORYINA

Ze wzgledu na mato charakterystyczny obraz kliniczny i podstepny przebieg
wolno rozwijajgcej sie choroby, rozpoznanie pneumocystozy, zwtaszcza przypadkow
sporadycznych, jest trudne i wymaga przeprowadzenia szeregu badan dodatkowych.
Zakres oferowanych badar dodatkowych, szczegdlnie badan laboratoryjnych ulegt
ostatnio istotnemu poszerzeniu o metody bardziej czute i swoiste od dotychczas
stosowanych, np. wykorzystujgce przeciwciata monoklonalne, czy wykrywajace DNA
Pneumocystis, z ktérych kazda oprdcz niewatpliwych zalet, ma jednak pewne ograni-
czenia. Lekarz prowadzacy chorego z podejrzeniem o inwazje Pneumocystis powinien
zna¢ zasob mozliwych do wykonania badar dodatkowych, czutos$¢ i swoistos$¢ kazdej
metody, a ponadto zna¢ odpowiedz na pytanie, czy fakt wykrycia pasozyta, jego
antygenu lub DNA jest rdwnoznaczny ze znalezieniem przyczyny obserwowanych
objawéw klinicznych oraz czy uzasadnia podjecie leczenia swoistego i ewentualnych
dziatan przeciwepidemicznych, np. izolacje pacjenta. Wazne znaczenie ma réwniez
znajomos$¢ ryzyka dla zdrowia pacjenta, jakie stwarzaja niektore z oferowanych
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metod diagnostycznych oraz $wiadomos¢ czasochtonnosci i kosztu proponowanych
badan. Przedstawione ponizej uwagi na temat metod stosowanych w diagnostyce
pneumocystozy powinny dopoméc w znalezieniu wtasciwych odpowiedzi.

Na doborze metod stosowanych w diagnostyce pneumocystozy cztowieka zacigzyt
brak mozliwosci namnazania pasozyta in vitro (4) lub na drodze pasazowania na
zwierzetach laboratoryjnych, dlatego wiekszos$¢ stosowanych metod polega na wyka-
zywaniu obecno$ci Pneumocystis w tym materiale, jaki uzyskano bezposrednio od
pacjenta. Liczba wykrytych pasozytéw nie odgrywa wiekszej roli przy ustalaniu roz-
poznania za pomocg barwienia preparatow lub immunofluorescencji, poniewaz zgodnie
z obecnymi pogladami Pneumocystis nie nalezy do organizmow, ktére chetnie osiedlajg
sie w zarazonym ustroju nie wywotujac przy tym objawdw chorobowych, stad tez
kazda liczba pasozytow stwierdzonych ww. metodami w materiale pobranym z drég
oddechowych, jest réwnoznaczna z rozpoznaniem pneumocystozy (8).

Material do badan uzyskuje sie w czasie bronchoskopii (bronchofiberoskopii)
stosujgc metode biopsji przezoskrzelowej albo aspirowania poptuczyn oskrzelowych
lub oskrzelowo-pecherzykowych (BAL) (2). Rownie czesto stosowanym sposobem
pozyskiwania materiatu jest indukowanie plwociny wziewaniem aerosolu hipertonicz-
nego roztworu chlorku sodowego, znacznie rzadziej wykonuje sie obecnie biopsje na
otwartym ptucu. W niektorych regionach Polski wykorzystuje sie do badania mate-
riat spod nagtosni; do badan serologicznych pobiera si¢ krew.

Biopsja na otwartym ptucu stwarza najlepsze warunki do pobrania najodpowied-
niejszego materiatu, jednak ze wzgledu na znaczng inwazyjnos¢ tej metody jest obec-
nie stosowana tylko wyjatkowo.

Zabiegiem mniej inwazyjnym jest biopsja przezoskrzelowa, daje jednak powi-
ktania pod postacig krwotoku lub odmy, ktére obserwuje sie u okoto 20% badanych
(10). Ze wzgledu na wysokie ryzyko powiktan pozabiegowych, unika sie obecnie tego
zabiegu, aczkolwiek stwarza on cenng mozliwo$¢ pobrania wielu prébek, ktére moz-
na oceniac histopatologicznie, takze w kierunku zakazen innych niz P. carinii.

Najbardziej polecane jest obecnie zbieranie poptuczyn oskrzelowo-pecherzyko-
wych za pomocg fiberoskopu, ktérego koncoéwke wprowadza sie zazwyczaj do
oskrzela ptata srodkowego ptuca prawego i przeptukuje kilkakrotnie fizjologicznym
roztworem chlorku sodowego do catkowitej objetosci 150-200 ml. Badania BAL
umozliwiajg wykrycie powyzej 90% zarazen. U pacjentéw pobierajgcych inhalacje
aerosolu pentamidyny w celach chemoprofilaktyki pneumocystozy obserwuje sie
wzrost inwazji usytuowanych wylgcznie w gornym placie (7). Poniewaz rutynowe
badania bronchoskopowe wypadajg w tej sytuacji zazwyczaj ujemnie, zaleca sie
pobieranie poptuczyn z co najmniej dwdch ptatéw, tj. Srodkowego i gérnego (18).

W wielu osrodkach diagnostycznych metode bronchoskopii zastepuje sie zbiera-
niem plwociny indukowanej inhalacjami hipertonicznego roztworu NaCl. Jest to
metoda catkowicie nie inwazyjna, jednak o nizszej wydajnosci diagnostycznej, waha-
jacej sie miedzy 50 a 90%. Wadg tej metody jest rdwniez ograniczenie mozliwosci
wykrywania innych potencjalnych patogendéw. Ujemny wynik badania plwociny in-
dukowanej u pacjenta z objawami $rodmigzszowego zapalenia ptuc moze stanowic
wskazanie do przeprowadzenia bronchoskopii.

Pobieranie materiatu spod nagtosni ma watpliwg warto$¢ diagnostyczna, ponie-
waz typowym miejscem osiedlania sie pasozyta sg pecherzyki ptucne, w ktérych
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odbywa sie cykl rozwojowy Pneumocystis i gdzie pasozyt wystepuje w najwiekszej
liczbie pod postacig trofozoitow i cyst. W gdrnych drogach oddechowych moga
wystepowac nieliczne cysty, ich brak nie wyklucza jednak inwazji, zwlaszcza w przy-
padkach sporadycznych. Wedtug danych analizowanych przez CDC w Atlancie od-
setek przypadkéw PCP potwierdzonych dodatnim wynikiem badania wydzieliny gor-
nych drég oddechowych nie przekraczat 6 (1).

Materiat uzyskany w czasie biopsji stuzy do wykonywania preparatéw odciskowych
na szkietkach podstawowych, natomiast po utrwaleniu i zatopieniu w parafinie - do
sporzadzania skrawkow mikrotomowych, ktére wykorzystuje sie do barwienia hemato-
ksyling i eozyng lub srebrzenia. Przygotowanie skrawkéw histologicznych stwarza
nieoceniong mozliwo$¢ wykrywania Pneumocystis oraz jednoczesnej oceny liczby
pasozytow i charakteru wywotanych zmian tkankowych, jest jednak czasochtonne.

Preparaty odciskowe, podobnie jak i materiat pobrany z drég oddechowych
i utrwalony na szkietkach mikroskopowych mozna zabarwié, najdalej w ciggu Kilku-
dziesieciu minut, za pomocg odczynnika Giemsy, biekitu toluidyny O, Fungi-Fluoru,
Diff-Quiku lub soli srebra (2, 15). Podstawg pewnego rozpoznania mikroskopowego
jest stwierdzenie obecnosci cyst zawierajgcych ciata srédcystowe przy barwieniu me-
toda Giemsy lub wykrycie ciat nawiasowych w cystach poddanych srebrzeniu. Usta-
lanie obecnosci trofozoitow w preparatach jest niepewne, nawet przy duzym doswiad-
czeniu osoby mikroskopujacej.

Poptuczyny oskrzelowo-pecherzykowe, po ewentualnym uptynnieniu i odwirowa-
niu, wykorzystuje sie do badania metodg immunofluorescencyjng (5) stosujgc do-
stepne w handlu przeciwciata monoklonalne przeciw antygenom cyst i trofozoitow
P. carinii (Dako lub Sanofi Diagnostics Pasteur). Dzigki zastosowaniu wspomnianych
przeciwciat monoklonalnych dokonano bardzo istotnego postepu w diagnostyce la-
boratoryjnej pneumocystozy podnoszac czuto$¢ i swoistos¢ reakcji immunofluo-
rescencyjnych, metoda ta ma jednak pewne ograniczenia.

Poniewaz przeciwciata monoklonalne charakteryzujg sie reaktywnos$cig w stosun-
ku do pojedynczego determinantu antygenowego, moze sie zdarzy¢, ze nie rozpoznajg
obecnosci pasozyta w sytuacji zamaskowania determinantu przez inne, sgsiadujgce
z nim na powierzchni komorki pasozyta. Zmiany w ukfadzie przestrzennym an-
tygenow powierzchniowych powoduje niekiedy proces utrwalania materiatu, co nie
wplywa na reaktywno$¢ przeciwciat poliklonalnych, ogranicza jednak przydatnos¢
przeciwciat monoklonalnych.

Badania serologiczne w kierunku pneumocystozy polegajg na poszukiwaniu swo-
istych przeciwciat lub krazacego antygenu rozpuszczalnego pasozyta. Do wykrywania
przeciwcial uzywa sie najczesciej odczynu immunofluorescencyjnego opracowane-
go przez Nowostawskiego i Brzosko (11), rzadziej odczynu immunoenzymatycznego
ELISA lub hemaglutynacji biernej. Stwierdzenie swoistych przeciwciat klas G i M
Swiadczy o aktywnej inwazji, niestety, przeciwciata klasy M wykrywa sie stosunkowo
rzadko. (Sposréd 8810 probek surowic badanych w Zaktadzie Parazytologii Lekar-
skiej PZH w latach 1989-1993, tylko 4,6% wykazato obecno$¢ swoistych IgM).
Obecnos¢, samych przeciwciat klasy G przemawia za odleglejszym kontaktem z an-
tygenem pasozyta, poniewaz przeciwciata tej klasy utrzymujg sie w krazeniu zarazo-
nej osoby przez wiele miesiecy. U noworodka przeciwciata klasy G moga by¢ prze-
niesione biernie poprzez tozysko, ich obecno$¢ nie musi zatem dowodzi¢ inwazji.
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Précz powyzszego nalezy réwniez wzigé pod uwage fakt, ze przeciwciata przeniesione
w sposob bierny moga powodowac supresje produkcji swoistych IgM w organizmie
zarazonego noworodka utrudniajgc rozpoznanie inwazji, natomiast u pacjentéw
z uposledzong czynnoscig uktadu odpornosciowego i pneumocystozowym zapaleniem
ptuc (PCP), poziom swoistych przeciwciat bywa na ogot niski lub nieoznaczalny,
zwhaszcza w przypadkach rozwinietego zespotu AIDS.

Przytoczone wyzej ograniczenia w uzytecznosci testdbw oznaczajgcych przeciwciata
sktonity do opracowania alternatywnej metody serologicznej polegajgcej na wykrywa-
niu krazacego antygenu rozpuszczalnego pasozyta. Do oryginalnego testu, opisanego
przez Pifer i wsp. w r. 1978 (12) wykorzystano metode immunoelektroprecypitacji
w zelu agarozowym. Odczyn ten wykonywano z powodzeniem wytgcznie w refe-
rencyjnym laboratorium serologicznym uniwersytetu stanu Tennessee w Memphis.
Obecnie osrodek ten zaleca raczej metode aglutynacji lateksu optaszczonego swoi-
stym przeciwciatem przeciw P. carinii wg Jarovenko i wsp. (6, 13). U pacjentow
z AIDS i klinicznie rozpoznanym PCP, test wykrywajacy antygen wypada dodatnio
w 30% przypadkéw. Zgodnos¢ wynikow omawianego testu z badaniem parazytolo-
gicznym materialu pobranego metodami inwazyjnymi wynosi 80%.

Najwieksze nadzieje na rozwigzanie wielu probleméw laboratoryjnej diagnostyki
pneumocystozy wigze sie obecnie z zastosowaniem technik z zakresu biologii moleku-
larnej, takich jak amplifikacja wybranych fragmentow DNA pasozyta za pomoca
reakcji tancuchowej polimerazy (PCR) oraz hybrydyzacja DNA lub RNA P. carinii
z odpowiednimi sondami genetycznymi. Sekwencje oligonukleotydéw w najczesciej
stosowanych primerach reakcji amplifikacyjnej (pAZ 102-E i pAZ 102-H) odpowia-
dajg fragmentom rybosomalnego RNA mitochondriéw pasozyta (14, 16). Gidwng
zaletg reakcji PCR w pordwnaniu z metodami barwienia histochemicznego lub im-
munofluorescencji, jest wysoka czutos$¢, co odbija sie jednak niekorzystnie na swoi-
stosci metody amplifikacyjnej, poniewaz dodatni wynik reakcji z probka badanego
materiatu bywa nastepstwem obecnosci zaledwie kilku pasozytéw, niezdolnych prze-
ciez do wywotania jakichkolwiek objawow chorobowych.

Wykazano daleko idacg korelacje miedzy dodatnim wynikiem PCR a klinicznym
rozpoznaniem PCP u pacjentdw z AIDS oraz brak korelacji dodatniego wyniku
z klinicznym rozpoznaniem choroby w grupie pacjentéw z obnizong czynnoscia
uktadu odpornosciowego bez AIDS (82% wynikow falszywie dodatnich, cyt. wg 17).

Poréwnanie wydajnosci diagnostycznej metod immunofluorescencji i PCR za-
stosowanych do badania probek BAL i plwociny wykazato, ze czuto$¢ i swoistosé
obu technik siega 100% przy badaniu poptuczyn, natomiast przy badaniu plwociny
wzrasta z 78% po zastosowaniu immunofluorescencji do 100% po uzyciu PCR (3).
Przydatno$¢ PCR do badania prébek krwi pozostaje przedmiotem kontrowersji (9).

Z przedstawionych wyzej uwag wynika, iz mimo znacznego postepu, jaki dokonano
ostatnio w laboratoryjnym rozpoznawaniu pneumocystozy wprowadzajgc nowe sposoby
pozyskiwania materiatu do badan i nowe techniki diagnostyczne, wcigz brakuje metody
dostarczajgcej jednoznacznej informacji a jednoczes$nie taniej i bezpiecznej dla chorego.
Przy wyborze metody zapewniajacej najpetniejszg informacje diagnostyczna, jakg jest
niewatpliwie badanie skrawkow histologicznych, trzeba przeprowadzi¢ ryzykowny zabieg
chirurgiczny dla pozyskania materiatu, zdecydowanie sie na bezpieczne badania sero-
logiczne stwarza, niestety, niewielkie szanse na uzyskanie ostatecznego rozpoznania,
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natomiast wiarygodne badanie plwociny wymaga zastosowania drogiej techniki am-
plifikacji kwasow nukleinowych pasozyta.

Przy wyborze metody diagnostycznej trzeba wzig¢ réwniez pod uwage wiek oraz
inne schorzenia, jakie wspotistniejg ze zmianami chorobowymi uktadu oddechowego
badanej osoby, np. u pacjenta z AIDS i zmianami zapalnymi ptuc decyzje przepro-
wadzenia badan serologicznych nalezy uzna¢ za mato przemys$lang, natomiast roz-
poczecie badan diagnostycznych u niemowlecia od bronchoskopii, za zbyt pochopne.

Brak nie budzacych zastrzezen metod badania laboratoryjnego sktonit czes¢ kli-
nicystow do kwestionowania potrzeby przeprowadzania takich badan, a zwkaszcza do
celowosci stosowania inwazyjnych metod pobierania materiatu (10). Wstepne roz-
poznanie pneumocystozy powinno sie opiera¢ na wynikach badania klinicznego,
facznie z badaniem gazometrycznym krwi i ewentualnym badaniem przy uzyciu
radioizotopow, takich jak gal —67 lub zwigzki technetu. (We wstepnym okresie
pneumocystozy badania gazometryczne krwi wykazujg prawidtowe ci$nienie parcjal-
ne tlenu i niekiedy hipokapnie, natomiast w okresie zaawansowanej choroby, zazwy-
czaj hipoksemie i hiperkapnie oraz wzmozony wychwyt galu-67 na obszarze phuc).
Wedtug przytaczanej opinii, po wstepnym rozpoznaniu pneumocystozy nalezy nie-
zwlocznie przystapi¢ do leczenia swoistego, ktorego skuteczno$é uzasadni diagnoze
ex juvantibus, natomiast przeprowadzanie badan bronchoskopowych trzeba ograni-
czac¢ do przypadkow nie reagujacych pozytywnie na zastosowane leczenie, lub takich,
ktére wykazujg objawy mato typowe dla pneumocystozowego zapalenia ptuc. Po-
wyzsza opinia jest odrzucana przez wiekszos¢ klinicystow uwazajgcych bronchosko-
pie za badanie obowigzkowe, szczegblnie u pacjentow zakazonych wirusem HIV.

WNIOSKI

Krytyczna analiza przedstawionych wyzej faktéw i komentarzy umozliwia wy-
prowadzenie kilku wnioskdw dotyczacych racjonalnego postepowania diagnostycz-
nego u oséb podejrzanych o pneumocystoze, ktdre mozna uszeregowaé w zaleznosci
od ich znaczenia i stopnia pewnosci w nastepujgcy sposob:

1. U os6b zakazonych wirusem HIV pojawienie si¢ zmian zapalnych w ptucach
stanowi wskazanie do bronchoskopii i pobrania poptuczyn oskrzelowo-pecherzyko-
wych, ktére nalezy bada¢ metodg immunofluorescencji przy uzyciu przeciwciat mo-
noklonalnych lub technikg PCR.

2. U o0s0b z uposledzong funkcjg uktadu odpornosciowego i zmianami zapalnymi
ptuc, ktore nie sg zakazone wirusem HIV, nalezy pobra¢ plwocing w sposéb wymu-
szony i bada¢ technikg PCR.

3. U noworodkéw i niemowlat starszych diagnostyke zmian phlucnych nalezy
rozpoczyna¢ od wykonania badan serologicznych (takze u matek badanych dzieci).

4. U zakazonych wirusem HIV, u ktdrych rozpoznano obustronne zapalenie
ptuc, lecz nie ustalono czynnika etiologicznego, pomimo przeprowadzenia co naj-
mniej dwdch badan bronchoskopowych, istniejg wskazania do wykonania biopsji na
otwartym phucu; wskazaniem do wykonania biopsji jest réwniez sytuacja pogarszajg-
cego sie stanu zdrowia u oséb leczonych zgodnie z wynikami przeprowadzonej juz
bronchoskopii diagnostycznej (10).
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A. Sobolewska, T.H. Dzbenski

THE EPIDEMIOLOGY AND LABORATORY DIAGNOSIS
OF INFECTIONS WITH PNEUMOCYSTIS CARINII

SUMMARY

There were presented an up-to-date views on the epidemiology and diagnosis of infections with
Pneumocystis carinii together with a number of suggestions concerning most rational diagnostic
procedures in patients suspected of pneumocystosis.
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